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RESUMO 
0 caocro do puJmiio e a neoplasia mais frequente no sexo masculino 
nos paises da U.E., mostrando actualmente tend en cia crescente em todos 
os paises. 0 cancro do puJmao e a maior causa de morte por neoplasia, 
tanto na E.U. como nos E.U.A. A sobrevida e geralmente curta, sendo a 
maioria dos doentes diagnosticados em fases avan~adas da doen~a, 
dificultando a decisiio terapeutica. Para estabelecer a op~iio terapeutica 
ha oecessidade de conhecimento mais aprofundado dos factores que 
podem influenciar a sobrevida, nao so relativos ao doente, mas tambem 
em rela~iio ao proprio tumor. 
0 presente estudo insere-se numa avalia~iio progoostica global, 
incluindo caracteristicas do doente e do tumor. Na avalia~iio das 
caracteristicas do tumor utilizamos citometria de fluxo (FCM) que 
permite avaliar o conteudo eo indice do ADN e a frac~ao de celulas em 
Fase-S. As amostras a processar sao colhidas por tecnicas diagnosticas 
(biopsia, escovagem e lavagem bronquicas, biopsia aspirativa transtora-
cica - BAT e aspirado ganglionar), sen do utilizado no processamento o 
material restante, ap6s ter sido obtido o diagnostico. Pretendemos nesta 
investiga~ao preliminar definir urn controlo de qualidade dos especimes 
a processar por FCM em rela~iio a presen~a ou nao de celulas neoplasi-
cas, atraves de urn rastreio citologico. Por outro lado, verificar se e 
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exequ{vel utilizando amostras tiio edguas obter resultados de FCM 
fl&veis. Estudamos 78 doentes suspeitos de terem neoplasia matigna do 
pulmao. So nos 43 em que se provou existir neoplasia mallgna se 
procedeu a realiza~ao de FCM. Obtivemos resultados avaUaveis de FCM 
em 62% (27/43). As tecnicas de colheita mais reotaveis, apos rastreio 
citologico, foram a biopsia bronquica (76%) e a escovagem bronquica 
(100%). Eocontramos uma deficiente rentabilidade utilizando a BAT 
(31 %). A citologia e um born metodo de selec~io para especimes colhidos 
por biopsia bronquica e escovagem bronquica. A utillza~iio desta 
metodologja parece-nos urn born rnetodo de controlo de qualidade para 
seleccionar amostras para reallza~iio de FCM. 
rNTRODUCAO 
0 cancro do pulmao (CP) e no sexo masculino, a 
neoplasia maligna mais frequente nos paises da Uniao 
Europeia (UE); no feminino, e muito inferior, em bora 
mostre tendencia crescente em todos os paises ( 1 ). 
A sobrevida e na generalidade curta, encontrando-
se a maioria dos doentes em estadios avan9ados na 
altura do diagn6stico. Esta situa9ao di ficulta a escolha 
da OpyaO terapeutica. S6 30% dos docntes sao potenciais 
candidates a cirurgia, e s6 urn numero significativa-
mente inferior sera considerado como "curado" ap6s 
tratamento cirfugico (2). Os restantes doentes, que sao 
a maioria, tern limitadas perspectivas terapeuticas e 
portanto progn6stico mais sombrio. Ha necessidade 
de definir o risco-beneficio dos tratamentos disponi-
veis, de forma a determinar qual a sua adequaviio a 
cada doente em particular. 0 conhecimento dos 
factores progn6sticos e elemento importante na, por 
vezes dificil, decisiio terapeutica. Os estudos efectua-
dos nesta area tern, na generalidade, sido sectoriais, 
analisando separadamente caracteristicas clinicas ou 
biol6gicas (3). 0 estudo global das caracteristicas do 
doente e do proprio tumor e do maior interesse pois 
permite determinar com rna is exactidao a importancia 
de cada caracteristica no progn6stico global. 
Reportando-nos a estudos ja efectuados no servi9o de 
Pneumologia, veri ficamos que, num grupo de 41 I 
doentes com carcinoma de nao pequenas celulas (4) e 
identico estadiamento, se encontram 25% dos doentes 
a sobreviver menos de dois meses (nao pem1itindo 
avaliar o efeito da terapeutica), 20% a sobrevi ver dez 
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mcses e os restantes entre 3 a 7 meses. Esta verifica-
c;:ao leva-nos a pensar que caracteristicas clinicas do 
doente e biol6gicas do tumor (para alem do tipo 
histol6gio) deveriio desempenhar urn papel crucial na 
hist6ria natural destas neoplasias pulmonares. 0 
estudo destas caracteristicas podera assim contribuir 
para a avalia9ao dos doentes com carcinoma pulmo-
nar e das respectivas neoplasias e intluenciar conse-
quentemente tanto a decisao terapeutica como o 
aconselhamento individualizado. 
Ao analisarmos a situa9ao geral do cancro do 
pulmao, verificamos urn crescente aumento da inci-
dencia acompanhado paralelamente pela elevayao da 
taxa de mortalidade em face da reduzida eticacia dos 
meios terapeuticos disponiveis. Dado que a grande 
maioria dos doentes e diagnosticada em fases avanc;a-
das, foi tentada a detec9ao prccoce, contudo, sem 
cxito (5). Ha portanto que investir na detecc;:ao e 
estudo dos factores de risco, identificando-os e 
tentanto minimizar os seus efcitos. Uma vez instalada 
a doenva e necessaria decidir qual a melhor opc;:ao de 
tratamento para cada doente tendo em conta as 
caracteristicas, tanto do hospedeiro como da neopla-
sia. 
Este estudo foi executado na sequencia de uma 
investigac;ao prospect iva cujo pnncipal objective e a 
avalia9ao da importancia progn6stica de urn grande 
numero de caracteristicas clinicas, anat6micas, 
laboratoriais e bio16gicas em doentes com cancro do 
pulmiio. As caracteristicas biol6gicas em estudo sao 
o conteUdo de ADN das celulas tumorais, a fracc;:ao de 
celulas em fase de sintese e a prescnc;a do P53, avalia-
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CJTOMETRIA DE FLUXO NO CANCRO DO PULMAO. EFJCACLA DA CITOLOGIA COMO TECN1CA 
DE SELEC<;Ao DOS ESPECIMES A PROCESSAR 
dos porcitometria de fluxo (FCM) multiparametrica. 
A contribui9ao progn6stica da FCM estil ainda mal 
definida. Problemas de padroniza9ao entre os labora-
t6rios to rna di ficil comparar os resultados obtidos nas 
diferentes series ja publicadas (6,7,8,9). 
Este estudo preliminar resulta da necessidade de 
ccrtiticar a cxistencia de celulas neoplasicas em 
numero suticicnte nos especimes a processar por 
citometria de fluxo (FCM). A FCM processara 
indi fcrentemcnte nuclcos de celulas neoplasicas Oll de 
cclulas de tecidos nonnms podendo dai resultar erros 
de avalia9ao dccisivos para a validade da investigayao 
em curso. 
OBJECTIVOS 
Neste cstudo pretendcmos detenmnar a eficac1a da 
CITOLOGIA como metodo de controlo de qualidade 
dos especimes a processar por FCM, relativamente a 
prcsenya Oll nao de celulas neoplasicas. Na colheita 
das amostras a processar por FCM utilizamos tecnicas 
de diagn6stico correntcs: biopsia bronquica (BBR), 
lavagem bronquica (LB). cscovagem bronquica (EB), 
btopsia aspirativa transtOracica (BAT) e aspirayao 
ganglionar por agulha (AG). 
OO ENTES E METODOS 
Estudamos 78 doentcs com suspeita de cancra do 
pulmao de Mar90 a Dezcmbro de 1993. 
Estes doentes foram submetidos a wna ou mais 
tccnicas diagn6sticas com o objectivo de despistar a 
cxistcncia de neoplasia maligna do pulmao 
(BBR.LB,EB,BA T e AG), para colheita de especimes 
para diagn6stico. 
A citologia e utilizada como procedimento de 
rotina no rastreio de cclulas malignas na avalia9ao 
diagn6stica do LB,EB,BA T e AG, pclo que ap6s Ler 
sido definido o diagn6stico de malignidade usamos o 
material restante, nao prcciso para diagn6stico, para 
ulterior proccssamento por FCM. No processamento 
dos fragmentos de mucosa obtidos por biopsia bron-
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quica incluimos uma tecnica de rastreio nao usada na 
rotina, o "IMPRINT" em lamina, que permite avaliar 
se existem celulas neoplasicas no material restante 
ap6s estabelecido o diagn6stico e decidir ou nao o seu 
processamento por FCM. 0 fragmento de tecido 
utilizado para efectuar o "IMPRINT" era selecciona-
do do material restante, ap6s assegurado o diagn6sti-
co. 0 material a processar por FCM era suspenso 
numa solu9ao de dimetilsulf6xido a II% e criopreser-
vado. 
Nao foi realizada qualquer tecnica invasiva unica-
mcnte para colheita de material para processar por 
FCM. 
Na realizayao da FCM utilizamos urn cit6metro 
Coulter Epic. 
A suspensao nuclear obtida de cada amostra 
proccssada era adicionada de uma referencia interna 
(nucleos de eritr6citos de galinha) do laborat6rio e era 
corada com iodeto de propideo. 
Obtiveram-se histogramas representando o ADN 
que foram analisados utilizando urn "software" 
especifico de forma a poder detenninar o ind1ce do 
ADN (ID), divisao da moda da razao GJG, as arnos-
tras da popula9ao em estudo pela moda da razao 
GJ G1 da refercncia intema (conteudo corrigido de 
ADN da referencia intema- nucleos de eritr6citos de 
galinha), e a fracc;ao de celulas em fase-S. Urn tumor 
dipl6ide tera urn ID= 1.0±0.1, se lD for superior a 1.1 
sera considerado aneup16ide. 
As amostras foram colhidas uti lizando a tecnica 
mais adequada para atingir o diagn6stico, em cada 
caso. Realiztunos 35 biopsias bronquicas, 22 escova-
EB 
28% 
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22% LB 4% 
Fig. 1 - Tecnicas diagn6sticas 
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dos bronquicos, 17 biopsias aspirativas transtoracicas, 
3 lavados bronquicos e 1 aspirado ganglionar. 
RESULTADOS 
Utilizando a CITOLOGIA como metoda de 
rastreio de malignidade nos especimes obtidos pelas 
diferentes tecnicas diagn6sticas encontramos 45 
(55%) especimes com caracteristicas de malignidade; 
nos restantes 35 (45%) niio foi identificada maligni-
dade. Nos 43 especimes com neoplasia maligna 
encontramos urn predominio de carcinoma de nao 
pequenas celulas- 36 (adenocarcinomas- 18, carcino-
ma epiderm6ides - 16, carcinoma - 2) e 7 carcinomas 
de pequenas celulas. 






Fig. 2- Tipos h1stol6gicos 
(J) 
0 
Fig. 3- MaUgnidade de acordo com aruilisc cito16gica- BBR 
17/35 (49%), EB 7/22 (32%). BAT 16117 (94%). 
OUTROS 3/4 (75%). 
Sempre que o rastreio de malignidade foi conside-
rado positivo por analise citol6gica 43/78 (55%), os 
especimes foram processados por FCM. Das 43 
amostras processadas s6 27 pennitiram obter histo-
gramas avaliaveis para analise. 
De acordo com as tecnicas de colheita dos especi-
mes processados por FCM encontramos diferentes 
rentabilidades. 
Encontn\mos uma predominancia de carcinomas 
de nao pequenas celulas 20/27 (74%), 0 adenocarci-
noma foi o tipo histol6gico predominante 11/27 
(41 %), scguido pelo carcinoma epiderm6ide 7/27 
(26%) e carcinoma de pequenas celulas 7/27 (26%). 
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Fig. 4- Histograma aneupl6ide. 
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RENTABILIDADE DA FCM frECNICAS 
Fig. 5- llis tograma dtpl6tde. 
diagn6stico e ja nao necessarios para este fim, realizar 
FCM com resu ltados fiaveis. Por outro lado, avaliar 
a eficacia da CITOLOGIA como metoda de controlo 
de qualidade ( I 0) na avaliayao da exisfencia ou nao de 
popula<(ao neoplasica na amostra a processar por 
FCM. 
TOTAL BBR BAT EB OUTROS 
0 uso de pcqucnas amostras colhidas par metodos 
de diagn6stico pem1itiu estudar doentes independen-
temente do envolvirnento tumoral e da histologia, ao 
contrario de outras investigavoesja publicadas (6.7.10) 
onde a utilizayao de arnostras retiradas de peyas 
cirt'1rgicas, circunscreve a populayao seleccionavel 
para o estudo. 
I 13 PROCESSA.DOS O AVALtAVEIS 
Fig. 6 - Rentabilidade da FCM de acordo com a u~cnica de 
colheita- BBR 13/17 (76%), BAT 5/ 17 (31%), EB 
717 (100%).0UTROS 2/3 (66%) - Total 27/43 (62%). 
Em do is casos encontramos carcinoma sem diferenci-
ayao. 
A determina<;ao da ploidia do ADN mostrou uma 
predominancia de carcinomas aneup16ides 17/27 
(63%). Num caso b·atava-se de carcinoma multipl6i-
de, os restantes 9/27 (33%) eram dipl6ides. 
Em 23/27 (85%) dos carcinomas foi possivel 
avaliar a fracyao de celulas em fase-S. 
DISCUSSAO 
Neste estudo pretendiamos avaliar se seria pos-
sivel. utiJizando pequenos fragmentos obtidos para 
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Apesar do numero diminuto de casas estudados. 
verificfunos que a CTTOLOGIA foi um bom metoda 
de selec<;ao para os especimes colhidos por escova-
gem bronquica e fragmentos de biopsia. Utilizando 
estes dois metodos obtivemos histogramas de quali-
dade em 1 00% dos produtos obtidos por escovagem 
bronquica e em 76% dos obtidos por bi6psia bronqui-
ca. A adequa9ao da tecnica utilizada na BAT para 
colheita de especimes para FCM ainda necessita de 
reavalia9ao. S6 5 das 17 amostras (31 %) processadas 
possuiam grupos celulares em qualidade e quantidade 
suficiente para realizar FCM. 
Na globalldade os resultados foram aceitaveis com 
27/43 (62%) das amostras processadas a produzirem 
histogramas avaliaveis. A relevancia deste resultado 
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afigura-se-nos ainda mais significativa se pensarmos 
que as amostras utilizadas foram o restante dos 
exames histol6gicos e citol6gicos realizados para 
atingir o diagn6stico e que nao foram realizadas 
quaisquertecnicas invasivas unicamente para colheita 
de especimes para FCM. Baseados nestes resultados, 
pensamos ser possivel desenvolver o estudo global 
que permitira uma melhor avaliavao do progn6stico 
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